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Die Erfindiing betrifft die Verwendung cines DNA- 
Histon-Komplexes zur IVansformation von Pflanzen- 
zellen-ProtopJasten. Weitere Aspekte dcr Erfindung 5 
werden im foJgenden erlAutert und in den Patentansprfl- 
chendefiniert 

Wicnhucs ct al, DNA 6 (1987) 81 -g9 haben crkannt. 
da0 die Obertragung "nackter* DNA in eukaryotische 
Zdlen unter unnatQiiichen Bedingungen erfolgt. wes- 
halb sie es fQr wan»:hensweit erklfirten. die DNA in 
natOrticherer Koofonnation, ntdglidierweise als DNA- 
Protein-iCoinplex, zu Qbertragea Sie benatzten deshalb 
einen Komplex aus Adeno- Virus 2-Protdn VII, einem 
stark basischen viralen Protein, oder Protamin und Ade- 
no«Vinis-DNA. um damit humane. Hamster- oder In- 
sektenzellen zu transfizieren. 

Battger et al. Biochimica et Biophysica Acta 950 
(1988) 221-228 beschaftigten sich mit der Verpackung 
von Vektoren in natQrUche Chromatin-Bestandteile. Sie 
erzeugten hierzu einen Komplex aus dem chromosoma- 
ien Nicht-Histon HMGl und Vektor-DNA, Dieser 
Komplex kann in SAugerzellen unter physiok>giscfaen 
Bedingungen eingebracht werdea Die Transfektionsra- 
ten werden als gleich oder sogar hdher als mit der Cald- 25 
umphosphat-Coprazipitationsmethode angegeben. Es 
wurde weiterhin ein Schutz der DNA im Komplex vor 
dem Angriff durch Endonucleasen festgestetlt 

Kaneda et aU Science 243 (1989) 375-178 brachten 
Vesikel-Komplexe aus DNA und dem Kern-Protein ao 
HMGl in Ratten-Leberzellen ein. Sie spekuiierten* daB 
der Komplex best&idiger gegen Nukleasen sei oder 
Konformationseigenschaften habe, die einen leichteren 
Durchgang durch die Kemporen erlaubten als fOr DNA. 

Schemeck et aL, Acta viroL 27 (1983) 1-11 studierten 35 
den EinfluB von Nukleoprotein-Komplexen auf die 
Transfektion von Hamsterzellen mit SV40-DNA. Hier- 
bei stellten sie fest, daB die TransformatfonsfjUiigkeit 
do- viralen DNA nicht gesteigert werden konnte^ wenn 
sie mit den vier nukleosomalen HIstonen assoziiert war- 40 
de (Kontrolle: proteinfreie SV40-DN AX 

Entsprechende Transformationsexperimente mit 
Pflanzenzellen wurden bisher nicht beschrieben. Ober- 
raschenderweise wurde nun gefunden«daB Protoplasten 
von Pflanzenzellen sehr effektiv mit DNA-Hlston-Kom- 45 
plexen transformiert werden kdnnen. Im Verglcich zu 
anderen Methoden des direkten Gentransfers wird 
nicht nur die TransfOTnationsrate drastisch und repro- 
duzierbar erhdht, sondem es werden auch in den Trans- 
formanten mehr intakte Kopien des eingebrachten » 
Fremdgens gef unden. Es ist somit mdglich und gewllhr- 
leistet daB das Fremdgeo unter der Kontrolle eines mlt- 
eingebrachten effektiven Promotors exprimiert wird 
Hierdurch und durch die vermehrte Anzahi an fimk- 
tionsfahigen Genkopien kann eine hohe Expressionsra- $s 
te erzieit werden. 

Die Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur 
Expression von Fremdgenen in Pflanzenzellen, das da- 
durch gekennzeichnet ist, daB man die Protoplasten mit 
DNA-Konstruktionen, die Histone gebunden enthalten, 60 
transformiert Es ist bekannt, daB Histone im aljgemei- 
nen sehr hochkonservterte Proteine sind und daB Histon 
H3 und H4 aus Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen 
wie Hefe einen hohen Grad an Homotogie aufweisen. 
Es wurde bereits eine ganze Reihe von Histongenen 65 
kloniert so dafi diese Produkte leicht zuginglich sind 

Aus Hofmann et aL, FEBS Letters 256 (1989) 
123-127 ist es bekannt, daB die Rekonstitution von 



Nukleosomen aus kk>nierter DNA und derischen Histo- 
ncn unprobiematisch ist Hierfflr wurden entweder Zel- 
lextrakte oder gereinigte Histone eingesetzt Die (solie- 
rung funktionsfahiger pflanzticher Histone gelingt 
durch Saizextraktkm inGegenwart von Hamstoff. 

FQr die Hersteilung transgener Nutzpflanzen isi es 
natOrltch wQnschenswert. daB — auBer dem gewQnsch- 
ten zu exprimierenden - kein fremdes Protein in die 
Zeile eingebracht wird LedigUeh aus diesem Gesichu- 
punkt, mcfat aus GrOnden der praktischen DurchfQhr- 
barkeit werden pflanzliche Histone fOr die Komplexbil- 
dung bevorzugt 

Aus Hofmann et al. a. a. Ist es bekannt, daB auch 
Koraptexe, die keine nukleosomale Organisation auf- 
weisen, DNA innerhalb dieser Komplexe gegen Nu- 
kleasen siabilisierea Wie bereits erwahnt. vermuteten 
Kaneda et al, a a. O, daB der Angriff von Nukleasen 
einen EinfluB auf die Transforraationsrate haben kdnne. 
Im Hinbiick auf diese Befunde ist es also nicht erfor- 
20 derlk:h, daB die zur Transformation eingesetzten Kom- 



sen. Bevorzugt sind joloch Komplexe. bei denen zumin- 
dest im wesentlichen eine derartige Organisation vor- 
tiegt Ein leistungsfflhiges Verfahren zur Hersteilung 
solcher Komplexe ist bei Hofmann et aL beschrieben. 

Im Prinzip kann die erfindungsgemiifie Transforma- 
don mit Komplexen aus Vektor-DNA und Histonen 
durchgefuhrt werden. Bevorzugt wird ein direkter Gen- 
U^sfer mit den Qblichen Methoden. Besonders be- 
wflhrt hat sich der direkte Gentransfer mittels Elektro- 
poradon (Weising et al. Annu. Rev. Genet 22 (1988) 
421 -477), mit der schon uber 50 Pflanzenarten subil 
transformiert werden konnten. 

Die Erfindung betrifft weiurhin Kalli, die aus den 
erfindungsgemaB erzeugten Transformanten gewonnen 
werden. aus solchen Kalli regenerierte Pflanzen sowie 
auf Vermehningsgut, das aus einem solchen Kailus oder 
aus einer regenerierten Pflanze gewonnen wurde. 

Die Erfindung wird m den folgenden Beispielen naher 
erlftutert. 

Beispiele 

1. Verwendetes Plasmid 

Fur alieTransformadonsexperimente wurde das Plas- 
mid pLGV 1103 neo (Czemilovsky et aU DNA 5 (1986) 
101-113) eingesetzt Dieses Plasmid enthillt die Se- 
quenz des Transposons Tn 5, das fBr die Neomycinphos- 
photransferase U (NPT-II) oodiert deren Gen unter der 
Kontrolle des konstitutiven NopaKnsynthetase 
(NOS)-Promotors steht und am 3'-Ende mit der entspre- 
chenden Octopinsynthetase-Terminatorsequenz gekop- 
pelt ist Zusatzlich enthait das Plasmid noch das Trans* 
poson Tn 903, das prokaryoti^e Kanamydnresistenz 
vermittelt Das Gen fOr Kanamydn-Resistenz kodiert 
ein Protein, das Neomydn und Kanamydn pbosphory- 
liert und damit inaktiviert Es karm somit als selektierba* 
rer Marker fQr Organismen eingesetzt werden, die nicht 
schon von Natur aus tolerant gegen Kanamycin sind. 
Fur alle Transformationsversuche wurde pLGV 1103 
neo an der EooRI-Schnlttstelle des pBR322 linearisiert 
und frei oder als Histonkomplex (Hofmann et aU a. a. O.) 
eingesetzt 

2. Isolation und Retnigung von Protoplasten 
Protoplasten wurden aus jungen Blsttem sterii ange- 
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nwranna SR-1) uobm. Vorvefsuehe agaben, dafi dw de Regeneratkmsrate nicht sichereesteUt war Die hoeh- 

woimeD werden konme^ wekbe dam in alleii Verochen poration eingnem weiden. ekkwo- 

eiagesew wurffc Der osmotische Wert aller lisungen s •«««fw«iwwiai. 
wiBde mit onem Osmometer loryoskopiscfa ermitteh 3. Pi*irimn«nitu. 

und dinch Zugabe von destiUiertemWi«r oder to- Elekiroporation 

!Jn«SrS.'-^?' ^ Experimente wurden mit dem -ELEKTROPO- 

acn ein Wert voo 700 mosmol als ideaL Daher wurden lo von ShUlito et aL Bwtechnolocv 3 ^19851 i(»a.iiint 

700 mosmd ± 3%einge5tellL betrtgt 1 ml bei einem Elekuwtenabsuirf voolom^ 

hi me RoUnasdie (ca. 2 > wurden 40 ml Gamborg AufffSmd der Eigebnisse deT^^rS* JSden ftt 
B^Medium (Gamborg et al, E«p. Cell R«. 506 (1968) die TWoni»^«ve«uche foSTSSlSS 
14«-lSl)sowielOmlEnzymldsungIgegeben. » der Hektroporution festgelegt: """"Wungen 

EMymlfiming I: - FeWstarke 800 V/cm 

0i2<»bMacerozymR10(technischePfektina8e) » ^ Pulse imAtatand von je 20.. 

J'^'?iiS,h«m.-«. ^ • • n • u . . vergleichenden Versuche zwischen der An- 

wendung freier und nukleosomal organisierter DNA 

ke gKchiutten. Nach dem Absaugeti uberschOssiger tkm jeweils im Verbaltnis 45 : 45 : 10 aufgeteUt le^ 
FlflsagkeitwimiendieBlattfragmentemdieRollflasche » wurden mit freier beziehungsweiae nukl<L)mlomn! 

f^^^^i ::^wT'^^■^'^^^T'^T^ ^ elektroporii^: 10% der ProtopK, 
nut 5 - 10 ipm tnkubiert. Die VoUstindig keit der Ver- wurden als Kontrolle ohne Zusatz von DNA dektrooo- 

''•^ W'«V«^p geprOf t Die Pro- riert. Die Elektroporationsexperimente wurden^Si 
topla««i mflssea kugelf0nn« s«il Zur Abtrennuog der im foigenden beschriebenen MethodedurchgefQhrt. 
vonSklerendiymresten, Lettbfindefteilen usw. wurde » Fur die Elektroporation wurden 700 lU der Protoola- 
dura eu N34ora«tz mit 80 pm Mochenweite gcaebt stensuspension in ein Eppendorf-Gefafl gegeben und 

lSfX.}^J'"*i!^*^^' *i ^b^^- ^P*- ^'^^ ^^^^ Kalbsthymus-DNA als Carrier sowie 20 pg 
59 (1981) 191 - 195) auf 75 ml aufgefiUlL iincarisienem Plasmid pLGV 1 103 neo beziehungswe^ 

, „ „, 20 pg nukleosomal organisienem linearisiertem Plas- 

Usung W 5: 3S mid pLGV 1 1 03 neo versetzt Nach 5 Minutoi wunien 

„M M ^1 350 pi 20% Polyethylenglykol 6000 zugesetzt und wei- 

s Mr n ^ Minuten bei Raumtemperatur inkubiert gefolgt 



e ii 35?^ SmmOtigen Inkubation auf EisL 1010 ul der 

I ZiM SL.- /-u s -n Suspension wurden htftUasenfrei in die vorgekOhlte 

5mMCMuoose(pH5J}. 40 Kammo-llbeifflhrtundsoftortelektroporierL 

Auswhwingrotor wuide 3 Minuten Jang bd Nach der Qektroporation wurden die Proben mit 
1000 rpm ohne Bremse zentnfugiert und der Obostand Waschpuffer W 5 (- Usung W 5. wie obcn deTmierti 
dekanoert. Die PeUets wurden sehr vorsichtig in W5 aufgefOUt und 3 Minuten bei 1000 rpm ohne Bremse 
muspendiert Nach erneuterZentrifugation wurden die zentnfugiert Der Niederschlag wurde anschlieBend 
Pellets memerSaocharaseldsungresuspendiert 45 vorsichtig in Gamborg B-5-Medium vorsichtig resu- 

spendiert, dem folgende Hormone zugesetzt waren: 

Saccharoselfistmg: 

„ ^ , . ^ . - 0,5 pg/ml 6-Ben2ylaminopurin (BAP) 

w '^r^ . - Wjtg/mla-Naph%l-essigstare(NAA) 

^^?JK~^"**?™"'^°"'*'^(*^^P"^') » -0^pg/ml2.4-Dichk)rphenoxy-essigsilun!(2.4.D)L 
4%Percoll*(niarmacia.$ynth.Polysaa:harid). ^ ^ ^ 

Nach lOminOtiger Zentrifugation bei 1000 rpm flotie- Urn bakteriellen Infektionen vorzubeugen wurden 

ren die Protoplasten als Bande und kflmien mit einer (tern Medium folgende Antibtotica zugesetzt- 
1 ml Sppeodorfpipette mit abgeschnittener blau«- Spit- 

ze abgesammelt werdn. Sie wurden ebmial mit MES- ss - 200 pg/ml Cefotaxim 

Puffer gewaacfaen und die Pdlets nach der Zentrif uga- - 200 pg/ml CarbeniciUin. 
tion in 2 -4 ml MES< Puffer resuspendlert 

vMnc tx.it Suspension wurde mit einer Eppendorfpipette in 

MES-Puffer Portionenzuje2mlinPetrisdialen(06cm)aberfaiirt. 

60 

<',l%MK(pH5J) 4.Regeneratk>n2ulCaffi 
IS mM MgQ} 

Maanit ad 600 mosmoL Die Protoplasten wurden zunflchst in dem gescbiider- 

Die aufbereitete Protoplastensuspension wurde unter ten Medium 6 Tage lang im Dunklen bei 22*C kultiviert 
dem Mikraskop kontrolliert Gereinigte Protoplasten a Der Inhalt der Petrischalen wunle taglich lekAt bewegt 
endieinen kugelfdrmig und sind nahezu frei von konta- Nach einer Woche wurde 1 ml Gamborg fl-5-Medium 
minierenden Zellbestandteilen. Die Suspension wurde (unter Zusatz von 0i5 pg/ml BAP, 0^ ug/ml NAA. 
verworfen. wenn mehr als 10% siditbar geschidigte 0J5 ug/ml 14-0. jedoch ohne Antibiotika) mit einem as. 
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mouschen Wert von 400 oiosmol _^ „ . 

ttg wurde die VerdunUung entfeniL Am 10. Tag nadi 
der Isolation wurde das Medium gegen Gamborg 
B-5-Mediufn mit dnem osmotischen Wert voo 400 mos- 
mol mit den oben beschiiebencn Zusauen getauscht 5 
Am 1 5. Tag wurde das Medium gegen frisches Gamborg 
B-5- Medium (unicr Zusatz voo 03 ^ml BAP, 
03 ng/mJ NAA, OJS jig/ml 2.4-D, jedoch ohne Antibioti- 
ka) ausgetauscht Am 2a Tag hatten die Kalli eine Cr^ 
Be von durchschnittltcb 20- 50 Zellen erreicht 
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5. Selektion auf Kanamydnresistenz 



Nachdem in Vorversuchen mit unbehandelteo Zellen 
in keinem Falle eine spontane Toleranz gegen eine Ka- 13 
namydnkonzentration von GOpg/ml nachgewiesen 
werden konnte, wurden alle weiteren Versuche mit Ka- 
namycin als SelektkHismittel ausgefuhrt 

Zur Selektk>n wurden die Kalli am 2a Tag nach der 
Protoplastenisolation in Gamborg B-5*Medium mit 20 
OjB% Agarose, 05 pg/ml BAP, 04 jig^ml NAA, 05 pg/ml 
Z4-D sowie 60 \iglml Kanaroycinsulfat eingebettet Die 
Hormone sowie das Kanamyctnsulfat (aus einer wafiri- 
gen Stammldsung mit einer Konzentration von 60 mg/ 

ml)wurdenbei50^CzugesetztAnschlieBendwurdedas 2s 
Medium im Wasserbad auf Zl'^C abgekOhlt Die Kalli 
wurden m das auf 37''C abgekiUilte Medium (je Petri* 
schale 3 ml) eingegossen und mdgltchst gleichmdBig 
verteilt Unter diesen Bedingungen dngegossene Kalli 
kdnnen mit einem inversen Mikroskop ohne Schwierig- 30 
keiten beobacbtet werden. Am 34. Tag nach der Einbet- 
tung in das Selektbnsmedtum wurden die KalU zusam- 
men mit der Agarose auf sterile RundfUter (0 80 mm) 
uberfdhrt Der Inhalt wurde gieichmafiig auf 2 Rundfil- 
ter verteih und mit einem Ldffelspatel dOnn ausgestri- as 
cben. Die Filterpapiere wurden anschlieBend auf Petri- 
schalen (0 95 mm) gelegt, die mit Selektionsmedium 
(Gamborg B'5-Medium mil den oben beschriebenen 
Hormonzusfltzen sowie 60 |ig/ml Kanamycinsulfat) ge- 
legt Aufgnmd der Diffusion wurden die Kalti nun mit 40 
den Bestandteilen der frischen Medienschicht versorgt, 
so daB ein Mangel an lonen oder Hormonen sowie Ka- 
namydnsulfat durch Verbrauch oder Zerfall ausgegli- 
chen werden kann. 

Zur Beendigung der Selektion auf Kanamycinresi- 45 
stenz wurden die Filterpapiere in neue Petrischalen mit 
dem gleichen Medium, jedoch ohne Zusatz von Kana- 
mycinsulfat, umgesetzt Dieser Vorgang wurde dreimal 
im Abstand von je zwei Tagen wiederholt Durch die 
Diffusion gelangte der gr6Qte Teil des Kanamydnsul- so 
fats in die untere Mediumschicht und wurde so von den 
Kalli entfemt, wfthrend lonen und Hormone aus der 
unteren Schkht nachgeliefert werden konnea Die Dau- 
er der Selektion auf kanamycinhaltigem Medium wurde 
zwischen 18 und 35 Tagen variiert In KontroUversu- 55 
chen mit unbehandeltem Kalli konnte nach IStagiger 
Selektion auf 60 (ig/ml in keinem Fall ein Qberlebender 
Kallus nachgewiesen werden. Nach der Selektion wur- 
den die Oberiebenden Kalli zunSchst 2-6 Wochen lang 
auf kanamydnfreiem Medium gehaltea um ein Wachs- so 
turn bis zu einer GrdBe von etwa 3 -5 mm zu erreicfaea 

6. Dif ferenzierung und Regeneration zu Pflanzen 

FGr die Einleitung der Differenzierung wurden die 65 
3-5 mm groBen Kalli von den Filterpapieren entfemt 
und in PetrisduJen mit Differenaerungsmedium umge- 
setzt Als Differenzierungsmedium wurde Murashige/ 



Skoog- Medium (Murashige et aU PhysioL Plant (1962) 
473-497) mit einem Zusatz von l,0|ig/ml BAP einge- 
seut Um sicherzustellen, daB die Kalli auch in dieser 
Phase der Ontogenese das NPT-II-Gcn exprimieren, 
wurde routinemaQig ein Zusatz von 60 ^g/ml Kanamy- 
cinsulfat teigegebea Die Kalli wurden bereiu zu die- 
sem Zeitpunkt vereinzelt und indivklueU gekennzeich- 
net Unter diesen Bedingungen zdgten die Kalli gutes 
Wachsturo, deutliche ErgrOnung sowie Ansfltze zur 
SproBbiklung. Nach 14 Tagen wurden die nun ergnm- 
tea teilweise differenzierten Kalli auf Murashige/Sko- 
og-Medium unter Zusatz von ftl |ig/ml BAP umgesetzt 
Auf eine weitere Zugabe von Kanamycinsulfat wurde 
verzichtet fnnerfialb von 10-20 Tagen differenzierten 
sich aus jedem Kallus mehrere Sprosse, die teilweise 
schon BUtter ansetzten oder trugea 

Zur Bewurzelung der Sprosse wurden von diesen et- 
wa I cm lange StOcke abgeschnitten und auf frisches 
hormonfreies Murashige/Skoog- Medium aufgelegt 
Dem Medium wurden 60 j;g/ml Kanamycinsulfat zuge- 
setzt Diese zusatzlkhe Erschwcmis soUte verhindem. 
daO Transformanien, die das NPT-il^en nur wahrend 
bestimmtcr Stadien ihrer Ontogenese exprimieren, in 
der Statistik als positive Klone erscheinea Durch die 
Kombination dieser stringenten Selektions-Schritte 
soUte sicbergestellt werden, daB weder spontane Mu- 
tanten noch Transformanten mit geringer oder nur tem- 
pordrer Aktiviiat des NPT-Gens rfii5chlk:herweise als 
posidve KkMie in statistische Auswertungen eingehea 
Bewurzeite Pflanzen wurden in KulturgcfaBe oder Con- 
tainer mit bormonfreiem Murashige/Skoog- Medium 
umgesetzt und bci 22*'C im KunstUcht kuldvicrt Dem 
Medium wurden grundsatzlich 60 jig/ml Kanamycinsul- 
fat beigegebea um die Selektionsbedingungen aufrecht 
zuerhaltea 

7. Ergebnisse der vergleichenden Versuche 

Zur Auswertung der EfTizienz des Verfahrens wurde 
die maximale Kanamydnkonzentration der einzeben 
Transformanten ermitteh, unter welcher diese auf bor- 
monfreiem Medium noch aus Sprofistucken intakte 
Pflanzen r^enerieren konnea 

Zur experimentellen Durchfuhrung wurden SproB- 
stucke auf hormonfreies Murashige/Skoog-Medium mit 
verschiedenen Kanamycinkonzentrationen aufgelegt 
und gepruft, ob eine Bewurzelung stattfand SproBstOk- 
ke von etwa 1 cm Linge wurden dazu leicht in das Me- 
dium hineingednickt Von jedem Klon wurden je zwei 
Kulturen mit den nachfolgenden Kanamycinkonzentra- 
tionen angelegt: 

60 |ig < ml Kanamycinsulfat 
125 ^g/ml Kanan^dnsulfat 
250 ^g/ml Kanamycinsulfat 
SOO |ig/ml Kanamycinsulfat 
1000 |ig/mi Kanamycinsulfat 

wahrend des Versuchs wurden die Pflanzen bei 22** C 
im Kunstltcht gehalten. Umsetzimgen fanden nicht statt 
Die Auswertung wurde nach 21 Tagen vorgenommea 
£s wurde dabei bewertet, ob die SproBstOcke 

a) Blitter gebikkt batten, die grun und frei von 
Ausbleichung durch den EinfluB des Kanan^ns 
waren, 

b) deudiche Wurzeln geblkJet batten, die im Medi- 
um und nicht nur in der Luft wuchsen, und 

c) die Ergebnisse in den zwei xlentiscben AnsAtzen 
auch identisch warea 
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Nur wenn alle dm Bedingungen a) bis c) eif&Ut wa- 
ren. wufdeder Klon als resistent gegen die emsprechen- 
de Kanamydnkonzentratioo bezeidmeL Konnte erst 
aach mehr als 21 Tagen eine Bewurzeluiig beobachtet 
werden. so wurden die enuprecbenden Klone ab Qtcht- 5 
resiste&t g^eo die entsprechende Kanamydnkonzeo- 
tratioo bezeidinet da eine nachlassende Wirkung des 
Kanamydns nicfat auszuschlieBen war. Die Ergebnisse 
wuxden in Siatistiken zusammengefaOt und graphisch 
prAsentiert ,q 

Fig. 1 Resistenz gegen Kanamydnsulfat der Trans- 
formanten, die in 5 Versuchsansitzeo erhalten wiuden, 
bei denen je 20 pig freier DNA zur Transfonnadon ein- 
gesetztwurden. 

Fl^ 2 Resistenz gegen Kanamydnsulfat der IVans- 15 
formanten, die in 5 Versuchsans&tzen erhalten wurden, 
bei denen je 20 ^ig nukleosomal organisierte ONA zur 
Transformation eingesetzt wurden. 

PatentansprOche 20 

I Verwendufig eines ONA-Histon-Komplexes zur 
Transformation von Pflaozenzellen-Protoplasten. 
2. Verfahren zur Expression von Fremdgenen in 
raanzenzellexv dadurdi gekennzeidinet, daB man 25 
die Protoplasten mit DNA-Konstruktionen, die Hi* 
stone gebunden enthahen, tranrformiert 
1 Verfahren nadi Ansprudi 2, dadurch gekenn- 
zek^et daB die Histone pflanzKche Histone sind. 

4. Verfahren nach Ansprudi 2 oder 3. dadurch ge* 30 
kennzddmet, dafi der DNA-Histon*Komplez nu- 
deosomal organisiert isL 

5. Verfahren nadi einem oder mehreren der vor< 
hergehenden Anspnk^e, dadurch gekennzeichnet, 
daD die Transformation mit Hilfe der Elektropora- ss 
tion erfolgt 

6. KaBi erhalten aus Transformanten, die nach ei- 
nem oder mehreren der Anspniche 2 bis 5 erhalten 
wurdea 

7. Pflanzen, erhalten aus einem Kallus nach An^ 40 
spnicb6. 

8. Vermehrungsgut* erhalten aus einem Kallus nach 
Ansprudi 6 oder aus dner Pflanze nach Anspruch 
7. 

45 

Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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Fig, 1 



\Lq/ml Xanaisycinsulfat 
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Fig. 2 



ug/ml Ranamycinsulfat 
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